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© Monoklonale Antikorper gegen Leukozyten-spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
@ Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper gegen 

Leukozyten-spezifische Protein -gekoppelte Rezeptoren 

(L-GCR). Diese Antikorper sind durch folgende Verfahrens- 

schrirte erhaltlich: 

(a) Einfuhrung einer L-GCR-codierenden Nukleinsaure in 
Zellen und Expression von L-GCR. 

(b) Immunisierung eines Tieres mit L-GCR-exprimierenden 
Zellen von (a), und 

(c) Fusion von Milzzellen des immunisierten Tieres von (b) 
mix Myelomzellen und Erhalt von monoklonale L-GCR-Anti- 
korper-produzierenden Hybridomzellen. 

Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung 
solcher Antikorper. ihre Verwendung und sie enthaltende 
Kits. Des weiteren betrifft die Erfindung Verfahren zur 
Herstellung monoklonaler GCR-Antikorper. 
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Beschreibung 

Die Erfindung beiriffi monoklonale Aniikorper gegen Leukozyten-spezifische G-Proiein gekoppelte Rezeo 
loren. Verfahren zu ihrer Herstellung sowie sie enthaltende Kits. Ferner beiriffi die Erfindung ein Verfahren zur 
Hersiellung von monoklonalen Aniikorpem gegen G-Proiein gekoppelte Rezepioren. 

Es ist bekannt, daB bei der Transduktion von Signalen in einem Organismus Rezepioren cine cntscheidende 
Rolle spielen. Nach Bindung der Liganden an Zellmembran-integriene Rezepioren wird das Signal uber ver- 
schiedene Mechanismen inirazellular weitergeleiiei und verarbeitet Es gibi verschiedene Familien dieser Re- 
zepioren, die sich durch bestimmie Strukturmerkmale unierscheiden. Die sogenannten G-Protein-gekoppelien 
Rezepioren, international abgekurzi als OCR (G proiein-coupled receptors), werden in eine Familie zusammen- 
gefaBt Das G-Protein isi em heterotrimarer GTP-bindender Proteinkomplex, der aus den drei Untereinheiien 
G-^lpha, G-beia und G-gamma aufgebaut ist Es regulien zellulare Aktivitaten durch Austausch von GDP gegen 
GTP an seiner alpha-Uniereinheit und aktivicrt bzw. inakiiviert somit eine Reihe von Effekioren. wie Adenylcy- 
clasen, Phosphodiesierasen. Phospholipasen und lonenkanaie. Als Venreier von G-Proiein-gekoppelten Rezep. 
toren werden Rezepioren fur Hormone und Neurotransmiiier angesehen. Zu ihnen gehoren adrenerge und 
muscannerge Rezepioren wieauch Rezepioren fur Dopamiader Subsianz P.Thyreotropin. Morphin u. a. 

Des weiieren ergeben sich zunehmend Hinweise. daB G-Proteingekoppelte Rezepioren auch an der Regula- 
tion der Aktivierung, Hemmung, Migration und Zell-Zell-lnieraktion immunkompetenier Zellen beteiligt sind 
ts ist bekannt, daS die Aktivierung von Leukozyten durch EnizQndungsmediatorea wie formyl-MLP, Anaphyla- 
toxin C5a, Prosiaglandine, InterJeukin-8, MlP-Ia und MIP-ip sowie RANTES, ebenfalls uber G-Protein-gekop- 
PJ}^^ ^^^^P^ortn QdolgL Eine Blockierung dieser Rezepioren wurde eine Enizundungshemmung bewirken. 
Mittel hierf ur wurden jedoch bisher noch nicht gefunden. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde. Miiiel bereitzusiellen, mil denen Leukozyten-spezifische 
G-Protem gekoppelte Rezepioren blockiert werden konnen. 

ErfindungsgemaB wird dies durch Bereitsiellung monoklonaler Aniikorper gegen Leukozyten-spezifische 
G-Protein gekoppelte Rezepioren (L-GCR) erreicht Diese Antikdrper sind durch folgende Verfahrensschriiie 
erhaltlich: 

(a) Einfuhrung einer L-GCR-codierenden DNA in Zellen und Expression von L-GCR, 

(b) Immunisierung eines Tieres mil L-GCR-exprimierenden Zeilen von (a), und 

""^^ Milzzellen des immunisienen Tieres von (b) mit Myelomzellen und Erhali von monoklonale 
L-GCR-Anukorper-produzierenden Hybridomzellen. 

Die L-GCR-codierende Nukleinsaure kann eine DNA, insbesondere eine genomische oder eine cDNA sein 
Ferner kann sie erne RNA sein. Die Nukleinsauren konnen durch ubliche aus der Liieratur bekannte Verfahren 
bereiigestelli werden (vgL z. B. Maniatis ei aL Molecular Cloning: A Laboraiorv Manual. Cold Spring Harbor 
Laboratory (1982): Lippei aL Eur. J. Immunol. 22 (1992), 2795-2799). 

ErfindungsgemaB konnen in die L-GCR-codierende Nukleinsaure Modifikationen, wie Addiiionen, Deletion 
und/oder Substiiution von em oder mehr Basen eingefiihrt werden. Addiiionen umfassen Markersequenzen die 
z. B. an das D'-Ende oder 3'-Ende der L-GCR-codierenden Nukleinsaure fusioniert werden. Solche Markerse- 
quenzen sind z. B: Codons, die fur ein Protein bzw. Proteinfragmeni codieren, gegen das ein monoklonaler 
Aniikorper exisiieru Mil letzterem kann die Expression des Proteins bzw. Proteinfragments und damii auch die 
von L-GCR nachgewiesen werden (vgl. von Zasirow und Kobilka, J. Biol. Chem. 267 (1992), 3530-3538- von 
Zastrow ei aL J. Biol. Chem. 268 (1993), 763-766: T. Emrich, M. Lipp. unveroffenilichi). Markersequenzen 
konnen auch in die fur L-GCR codierende Nukleinsaure. z. B. in die fiir die exira-zellularen oder intra-zellularen 
Domanen codierenden Sequenzen. eingefiigt werden. Weitere Addiiionen sind Sequenzen. die eine Lokalisie- 
rung von L-GCR in der Zellmembran von L-GCR-exprimierenden Zellen gewghrleisten. Solche Sequenzen 
konnen fiir Signalpeptide. Membranproieine oder Fragmente davon codieren. Ubiicherweise werden sie an das 
5'-Ende der L-GCR-codierenden Nukleinsaure fusioniert. 

ErfindungsgemaB kann die L-GCR-codierende Nukleinsaure in einer Expressionseinheit vorliegen. Diese 
umfaBi die fur die Transkription und Translation der L-GCR-codierenden Nukleinsaure notwendigen Sequen- 
zen, wie Promoior-. Enhancer-, Ribosomenbindungs-. Transkriptionsonssiart- und stop- sowie Translationsstart- 
und siop-Sequenzen. Die Expressionseinheit kann ferner in einem Vektor vorliegen. Dies kann auch ein Virus 
sein. Dem Fachmann ist bekanni, welche der Sequenzen der Expressionseinheit in welcher Anordnung notwen- 
dig sind, um L-GCR in bestimmien Zellen exprimieren zu konnen. Des weiieren WeiB der Fachmann, welche 
Vekioren fur welche Zellen geeignei sind. 

ErfindungsgemaB wird die L-GCR-codierende Nukleinsaure in Zellen eingefuhri. um L-GCR zu exprimieren. 
Hierfur konnen ubliche aus der Liieratur bekannte Verfahren und Bedingungen zur Transfekiion von Zellen mit 
Nukleinsaure angewandi werden. Beispiele sind das Calciumphosphai-Prazipiiations-. das DEAE-Dexiran-.das 
Elektroporaiions- und das Lipidvesikel-Verfahren. Gunsiigerweise wird das Calciumphosphat-Prazipiiaiions- 
verfahren angewandi. wobei etwa l-2x I0« Zellen mit etwa 15 tig L-GCR-codierendcr Nukleinsaure iransfi- 
ziert werden. Als Zellen konnen eukaryoiische und prokaryotische Zellen verwendei werden. Bevorzugt sind 
eukaryoiische Zellen. insbesondere Saugetier-. z. B. CHO-, COS- und 293-Zellen. Hefe- und Insekienzellen. Die 
Zellen smd dem Fachmann bekanni und allgemein erhaltlich. Die Expression von L-CCR kann indireki nachge- 
wiesen werden, z. B. durch Nachweis der Expression von Markersequenzen, die von der L-GCR-codierenden 
Nukleinsaure umfaBi werden. oder durch Ligandenbindung. Der Nachweis kann miitels ublicher. aus der 
Liieratur bekannier Verfahren, z. B. der Immunfluoreszenz, der Immunenzymologie, der ELISA-Technik. der 
DurchfiuBcytometrie und den Ligandenbindungstests erfolgen. 



ErfindungsgemaO wird ein Tier mil L-CCR-exprimiercnden Zeilen immLnision Hi-'ii.r i.,vnn.„ -^.i u 
zweimai verabreicht, wobei e.wa 28 Tage 2wischen den Vera^rSngen tgen 1, Tiert k6nnenTh.^K ^ 

B-^n^ZTnT^n^^^^^^^ therapeutische MaBnahmen. Durch 

Binduniselbst"u e?ne? AktSn^^^^^ phys.oIog,schen Liganden oder fiihren durch ihre 

sich zur^Hemmung vo„ EmS: f ^^^^^^ ^"'"^^^Per eignen 

Migration und Interaktion von Zellfn beeinttSsea DeSr^^^^ ^" ''''o""'" 

allein oder in Kombination mit anderen An iSrn fTr^e^^^^ erf.ndungsgemaBen AntikSrper. 

Tumormetastasierune zu unterdrQckeh D^rTw.m J " '^'"'"'onsniolekule) oder Therapeutika. eine 

ders |==,g„.ua er derSubklasse IbG» »f ehon. die bekanmerwe" TuliertrS i^^^^^ is', ^ 
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Erganzend wird ausgefiihrt. daB in Schriu (a) des vorsiehenden Verfahrens zur Hersiellung von L GCR An,i 
korpern die L-GCR-codierende Nukleinsaure durch eine Nukleinsaure er^-.,, r^rn! It r 

anderenG-Protein-gekoppelten Rezeptor(GCRU B.einen Ho^^^^^^^^^^^ 

Die folgenden Beispieie eriauiern die Erfindung. 
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Beispiel 1 

Konstruktion eines Plasmids zur Expression von L-GCR in eukaryotischen Zellen 

5 Eine fur L-CCR-codierende cDNA (vgL Lipp et al, Eur. J. Immunol. (1992) 22. 2795-2799) wurde in die 
Resiriktionsschnittstellen EcoRI und Xbal des bekannien und allgemein erhaltlichen prokaryotischen Klonie- 
rungsvektors pBIuescnpi II KS+ eingefugt, wobei zuvor folgende Modifizierungen vorgenommen wurden Im 
3 -untranslatierten Bereich wurde mittek eines syntheiischen Oligonukleotids lO Basenpaare vor dem Transla- 
tionsstartcodon eine Schnittstelle fflr die Restriktionsendonuklease EcoRI eingefOgt und der Bereich vor dem 

' r-*" n"/,lof^"f verandea daB eine effiziente Initiation der Translation erfolgt (vgL Kozak M 

tr^o '^' . Tranlationsstopcodon wurde mittels Polymerasekettenreaktion entfemt und die 

L-OCR-codierende DNA mit einem synihetischen Oligonukleotid derart rekombiniert. daB auf Proteinebene an 
aen C-arboxy-Termmus des L-GCR-Proteins die AminosSuresequenz PGGSGPEQKLISEEDLL fusioniert wur- 
de. Die Sequenz der letzten 11 Aminosauren stammt aus dem MYC-Protein und wird vom monoklonalen 

' ?q", ^l^f ^~^J° ^!;*?""* ^""^^ " Cell- BioL 5 1985). 3610-3616: Munro S, Cell 46 (1986) 

291-300). wahrend die ersten sechs Aminosauren als Abstandshalter dienen. urn eine ungestorte Faltung des 
W^^uTf^ !" ermoghchen. Die erhaltene rekombinante DNA wurde in die Resirikuonsschnittstellen Hindlll 
und Xbal des bekannten und allgemein erhaltlichen eukaryotischen Expressionsvektors Rc/CMV. der die Ex- 
pression mittels eines heterologen CMV-Promotors ermoglicht. eingefugt. Es wurde das mit pBLRl-MYCc 
bezeichnete Plasmid erhalten. k »- • i«i>c 

Beispiel 2 

Expression von L-GCR in eukaryotischen Zellen 

^:9^^ Eukaryoten wurde die humane embryonale Nierentumorzellinie 293 (ATCC 
CRL 1573) verwendet. Hierzu wurden ca. 1-2 x 10« Zellen mit 15ng des Plasmids von Beispiel 1 mittels 
Calciumphosphat-Prazipitaiionstechnik transfiziert Die Plasmid-DNA wurde ruvor aus den transformierten 
Bakterien uber lonenaustauschchromatographie isoliert. Zur Etablienmg stabil exprimierender Zellinien war- 
den Antibiotika-resistente Zellen des Transfektionsansatzes durch Zusatz von Neomycin (200 ng/ml) angerei- 
chert und m der Expression des L-GCR-MYC-Fusionsproteins wurden positive Zellinien durch Einzelzellver- 
dunnung isoIiert Die Komrollc der Expression des Fusionsproteins erfolgte sowohl bei transient als auch bei 
stabil transfizienen Zellen mittels DurchnuBcytometrie an permeabilisiertcn Zellen unter Verwendung des 
monoklonalen Antik6rpers9ElO. ^i.uuub ucb 

Beispiel 3 

Herstellung monoklonaler AntikSrper 
Immunisierung einer Ratte 

Weibliche. acht Wochen alte. Lou/C Ratten wurden mit je 3 x 10' lebenden L-GCR-transfizierten ^93-Zellen 
immunisiert Nach 28 Tagen erfolgte der Booster mit der gleichen Menge des Immunogens. 

Zellfusion 

60 Stunden nach der letzten Immunogenverabreichung wurde die Fusion in ubiicher Weise durchgefuhrt (vgl 
z. B Kohler G. und C Milstein. Nature 256 (1975). 495-497). Hierbei wurde der immunisierten Ratte untir 
f^^"'!." ?ed'ng"ngen die Milz entnommen. durch ein Sieb zerrieben und die gewonnenen Zellen wurden im 
)S» ,«J njl| Zellen der Mause-Myeiomzellinie X63-Ag8.653 (Kearney et aU J. Immunol. 123 (1979) 
1548-1550) mit Hilfe von PEG fusioniert. Eine Woche nach der Aussaat in Flachbodenplatten iri HAT-Selektiv- 
medium wurde das Kolonie-Wachstum proiokolliert und die Zellkulturuberstande koloniehaltiger Veniefungen 
wurden im DurchnuBcytometer (vgL nachstehend) vergleichend auf stabilen L-GCR-exprimierenden •>93Ze«en 
und normalen 293 Zellen auf das Vorhandensein L-GCR-spezifischer Antikorper getestet. Nur solche Antikor- 
per. die an transfizierten Zellen gebunden haben. nicht jedoch an normalen 293 Zellen. wurden nach der Limiting 
dilution-Technik klqniert. weitervermehru auf transient transfizierten 293 Zellen und schlieOIich auf Derioheren 
Leukozyien getestet 

DurchfluBcytometrie 

Das Vorhandensein von L-GCR-Antikorpern wurde mittels DurchfluBcytometrie getestet. Als Testsystem 
wurden vergleichende Messungen an L-GCR-transfizierten und unveranderten 293 Zellen durchgefuhrt Je 25 ul 
Hybridomzellen-CJberstand wurden mit 25 (il der jeweiligen Zellsuspension (1 x lO'/m!) fur 25 min bei RT 
mkubieft Nach Waschen in PBS (40/o FKS. 5 mM EDTA) wurden die Zellen mit einer 1 :160 Verdunnung eines 
polyklonalen Ziegeanti- Ratte- FITC Konjugates versetzt Nach 25-minQtiger Inkubation und anschlieBendem 
Waschen erfolgte der Nachweis emer spezifischen Bindung mittels eines FACScan DurchfluBcytomeiers Je 
Probe wurden 5000 Zellen gemessen und die FluoreszenzintensitSt der Zellpopulaiion wurde analysiert Durch 
den Vergleich der Fluoreszenzintensitat von transfizierten und unveranderten 293 Zellen konnten solche Ami- 



korper ideniifizieri werden. die spezifisch an L-GCR binden. 



Bindungsst udien des erfindungsgemaBen Aniikorpers RF8 B2 

Vorstehend angegebene 293 Zellen wurden mil L-GCR codierender DNA in Qblicher Weise transfiziert bzw. 
nichi transfiziert Letztere Zeilen wurden als mock-transfiziert bezeichnet Der erfindungsgemaBe Antikorper 
RF8B2 wurde in Qblicher Weise mit Biotin markiert und den Zellen zugegeben. Es zeigie sich, daB RF8B2 an 
transfizierte 293 Zellen bindet, nicht jedoch an mock-transfizierte (vgL Fig, A). 

Des weiteren wurden periphere Leukozyten des Blutes uber Rcol! gereinigt und mil dem T-Zeil-spezifischen 
Antikorper CD4-FITC (B) oder CDS-FITC (C) bzw. mit dem B-Zell-spezifischen Antikorper Cbl9-Frrc (D) 
angefarbt AnschlieBend wurde der Biotinmarkierte Antikorper RF8B2 zugegeben. Es zeigte sich, daB 100% der 
B*ZelIen (CDl9-positiv) (D) diesen AntikSrper binden. Hingegen wird RF8B2 nur von ca. 14% der T-He!fer-Zel- 
len (CD4-positiv) {B\ und ca. 2% der zytotoxischen T-Zellen (CD8-positiv) (C) gebunden (vgl. Fig, B, C und D) 
Dies zeigt die Verwendbarkeit von RF8B2, eine unterschiedlich starke Expression von L-GCR aufzuzeigen. 

Produktion und Reinigung von Antikorpem 

Probenpuffer pH 7,4 PBS 

Elutionspuffer pH 2,5 0,05 M Glycin 

0,05 M NaCl 

lOfach Tris-HCl^Puffer pH 8,6 0,5M Tris 

1,5M NaCl 



Die Hybridomzellen wurden im RPMl mit 10% IgG-fretem FICS vermehrt, alle 2-3 Tage 1 : 3 geteili und der 
Zellkulturuberstand wurde gesammelL Zur Abtrennung der monoklonalen Antikorper aus dem Zellkulturuber- 
stand wurde die Protein G-Affinitatschromatographie verwendet (vgL Bjorck und Kronvall, J. Immunol \3'> 
(1984) 969-974). Hierzu wurde 1 g Protein G Sepharose 4 Fast Flow nach Quellung in eine Chromatographic, 
sauie gepackt und mu PBS aquilibriert. 200 ml des zu reinigenden Oberstandes wurden nach Mikrofiltration auf 
die Saule aufgebracht. Ein Wechsel von PBS auf Elutionspuffer loste die an die Sepharose gebundenen Aniikor- 
per. Die dem Extmktions-Peakentsprechenden Eluatfrakiionen wurden gegen PBS-dialysieri. 

Markierung von Antikorpem 

Biotin-Markierung 

Kupplungspuffer pH 7,4 pbs 
Biotinpraparat NHS-LC-Biotin 



Hierbei wurde die Kupplung mit Abwandlungen wie beschrieben. ausgefuhrt (vgl. z. B. Peters ei aU Monoklo- 
nale Antikorper. Herstellung und Charakterisierung, Springer Veriag, Berlin (1985)). Protein G gereinigte Eluaie 
wurden auf 2 mg/ml eingestellt und gegen Kupplungspuffer 24 Stunden dialysierL Zur Reakiion wurden 50 n! 
Bioiinlosung (8 mg Biotin in 1 ml DMF) zu I.O ml MAk-Losung gegeben und 90 min bei Zimmertemperatur 
inkubieri. Nach Dialyse gegen PBS- und Sierilzenirifugation wurden die Konjugaie bei - 20^ C geiageru 

FITOKonjugate 

Kupplungspuffer pH 9,5 q.im NaHCO, 



FlTCpraparai Fluoresceinisothiocyanat, Protein C gereinigte Eluate wurden auf 2 me/ml eingestellt und mit 
l/IO Vol. lOfach Kupplungspuffer verseizt. Zur Reakiion wurden 60 ^il FiTClosung (1 mg FITC in ! ml Kupp- 
lungspuffer) zu 1.0 ml mAk-Losung gegeben und uber Nacht bei 4** C inkubieri. 

Nach Dialyse gegen PBS- und Sierilzenirifugation wurden die Konjugate bei -20**C gelagert. 

Patentanspruche 

1. Monoklonaler Antikorper gegen Leukozyien-spezifischen G-Protein gekoppelien Rezeptor (L-GCR). 
erhaltlich durch folgende Verfahrensschritte: 

(a) Einfuhrungeiner L-GCR-codierenden Nukleihsaure in Zellen und Expression von L-GCR, 
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(b) Immunisierung eines Tieres mit L-GCR-exprimierenden Zellen von (a) und 

merDsKj?2?53^^^^^^ '^^'^ " "^^^ "^S-^ Hin.er.egungsnu.- 

DNaTl ' 2- <lad"rch gekennzeichnet, daB die L-GCR-codierende Nukleinsaure 

4. Antikorper nach Anspruch 3. dadureh gekennzeichnet, daB die DN A eine cDN A isL 
sequeraeTSll^'"'''"''''^'*^*'^"'** gekennzeichnet, daB die L^R<odierende Nukleinsaure Marker- 

^i^"" Anspriiche 1 bis 5 dadureh gekennzeichneu daB die L-GCR-codierende 
Nukleinsaure m emer Expressionseinheit vorliegt -wu'crcnae 

ZeHe"n l!Sea ^^"^^ ' ^' gekennzeichnet, daB die Zellen eukaryotische 

und K^eLr^ um"fre? eukaryotischen Zellen S.ugetier-. Hefe- 

Ll;StJ'u"d"Mlr^^^ ' ''''''' g«'^-"-chnet. daB die Tiere Ratten. H.mster. 

10.Kit,enthaltehd 

■- njarkjerten L-GCR-Antik6rper nach einem der Anspruche I bis 9. flbliche Waschpuffer und grfs ein 
der Marlaening entsprechendes Substrat sowie ggfs. einen weiteren markierten An,ik6rper oder 
Z!^nSS^rn'-^ ^^f^^^V^t-^^^"" Anspruche 1 bis 9 und T-Zell-spezifischen Antikar- 
enLSJiiS^^L;? Waschpuffer und ggfs. ein der Markierung 

II V "^^'^^'^ "^"''"'■'''*°'^'*Sgfs- c'nen weiteren markierten Amikfirper " 6 
/rrR^'llu "«"«"""f monoklonalen Antik6rpers gegen G-Protein-gekoppelten Rezeptor 

(GCR). gekennzeichnet durchfolgendeVerfahrensschritte: -vcicpior 
(a) Einfuhrung einer GCR-codierenden Nukleinsaure in Zellen und Expression von GCR, 
)°( ™munisierung eines Tieres mit GCR-exprimierenden Zellen von (a) und 

nale r PR '^^ ''"'"""f Tie-"" von (b) mit Myelomzellen und Erhah von monoklo- 

nale. GCR- Antikorper- produzierenden Hybridomzellen. 

Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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Fig.: Bindungsstudien der erf indungsgemaSen Antikorper RF8B2 
an 293 Zellen und peripheren Leukozyten 
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